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ABSTRACT 
Quorum sensing system is a signaling process used by many bacterial species to coor-
dinate gene expression in response to changes in cel density. In this system， small-molec-
ules called autoinducer play an important role for bacteria to monitor one another's 
presence and modulate gene expr同ession. Pseudomonas aeruginosa autoinducer， N-3-oxo-
dodecanoyl homoserine lactone (3-0-CI2HSU， isa small molecule that is essential in regu-
lation of many Pseudomonas aeruginosa virulence factors， and it also affects eukaryotic cels. 
In this report， we demonstrate that 3-0-CI2HSL induces G 1 cel cycle arrest and blocks 
proliferation in human lung cancer cel lines. Analyses of the cel cycle regulators that 
mediate these effects reveal that 3-0-CI2HSL decreases cyclin D3 expression， which leads 
to dephosphorylation of Rb protein followed by G 1 cel cycle arrest. These results support 
the notion of 3-0-CI2HSL as a bioactive molecule in eukaryotic systems and a paradigm 
for a novel class of antiproliferative compounds. (Accepted on January 9， 2007) 



























-oxododecanoyl homoserine lactone (3-0-CI2 
HSL)と側鎖の短いN-butyryl-L-homoserine lac-









































American Type Culture Collection， Ma-lO細胞
は大阪府立羽曳野病院から入手した.細胞は10%
牛胎児血清 (Fetalbovine serum; FBS) (Life 
technologies， New York， USA)と抗生物質(ペ
ニシリン100U/mlとストレプトマイシン100μg/
ml)を添加したDulbecco's Modified Eagles 
Medium (DMEM) (ニッスイ製薬，東京)を用い
て，3TC， 5%C02下で培養した.


















え48時間培養した後， Cell Counting Kit 8試薬を
10μl加え，さらに4時間培養し吸光度をマイクロ









nexin V -azami-Green Apoptosis detection kit 
(MBL，名古屋)とフローサイトメトリー
(F ACS Ca1ibur， Becton Dickinson， USA)にて
検出した.蛍光たんぱく質Azami-Greenを結合
させたAnnexinVとヨウ化プロピジウム (Propidiω













(phosphate buffered sa1ine : pH 7.4)で2度洗浄
した後にPI染色液 (PI10 μg/ml. EDTA 20 















ストレプトマイシン100μg/m!) ， 3-0-C12HSL 
(10μM，100μM)もしくは0.2%DMSOを含む培地
(コントロール:C)に変え24時間培養した.
PBSでl回洗浄後， 1 X Passive Lysis Buffer 




(Promega， WL USA) 100μlを加え，発光量を





トローlレとしてpFC-p53positive contro1 plasmid 
(STRAT AGENE， California， USA)をトラン
スブェクションした細胞での発光量を用いた.








ルアミドゲルで泳動後， 5% non-fat mi1kもし
くは5%FBSでb10ckingした後， 1次抗体として
抗phosphoRb (Ser795)抗体， p15， p16， p21， p 
27， cyclinD1. cyclinD2， cyclinD3， cyclin de-
pendent kinase (CDK) 4， CDK6抗体 (CellSig-
naling Techno1ogy， Massachusetts， USA)を
使用し，それぞれ4'Cで12時間反応後， 2次抗体と
してhoarseradish peroxidase (HRP)標識goat
anti-rabbit IgGもしくはgoatanti-mouse IgG 
(Amerscham Biosciences， Backinghamshre， 
Eng1and)を使用し室温で60分間反応させECLTM






QIAGEN RNeasy Mini Kit (Qiagen，東京)を
用いてtota1RNAを抽出した.この際，抽出した
RNAに徴量に含まれているDNAを除去するため
に， RNase-Free DNase Set (Qiagen)でDNase
I処理をした.抽出したRNAは測定時まで -80
℃で保存した.cDNAの合成は， RNA 1f1g， ran-
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Proliferation)を表す. (0: A549・:Ma-lO).値は3回の平均値と標準偏差 (mean:t 
SD)を示す.
vitrogen，東京)， dNTP 0.5 mM， RNase inhibi-
tor (Invitrogen) 10 U， Super Script r (Invitro-









nM)， Forward primer (FW) 20μM(最終濃度






マーは次のとおりである. cyclin D 1:(FW) 
5' -gaagatcgtcgccacctg-3'， (REV) 5'-
gacctcctcctcgcacttct-3' ， cyclin D3: (FW) 5'-
ggagatcaagccgcacat-3'， (REV) 5'-
agcgctgctcctcacatac， GAPDH: (F羽T)5'ー





増幅産物の融解曲線の解析は， Light Cycler 
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A549細胞および、Ma-10細胞を3-0-C12HSL100μMを含む培養液で各時間 (2，6， 12， 24， 48 
時間)培養した場合と0.2%D抗SOを含む培養液で48時間培養した場合(コントロール:C) 
のアポトーシスの状態を表す. (上図 A549細胞 下罰 Ma-10細胞) 口:生細胞 (An-
nexinV陰性， PI陰性)，図:初期アポトーシス細胞 CAnnexinV陽性， PI陰性)，図:後期ア
ポトーシス細胞 (AnnexinV陽性，日陽性)， .:死細胞 (Ann巴xinV陰性， PI陽性)に分け，
それぞれの細胞数割合を示す.




































GO/G1 66.3 % 
S 12.4 % 
G2/M 21.3 % 
conlrol 
MaぺO
GO/G1 43.6 % 
S 6.5% 


















































Ma-lO) .横軸はDNA含有量，縦軸は細胞数を表す. B:各々の細胞を3-0-C12HSL(10， 100μM) 
の存在下，もしくは0.2%DMSOを含む培養液(コントロール:C)で24時時培養した場合のGO/G
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ンスフェクション効率補正を行った発光量の比率 (relativelight unit ; RLU)を求めた(縦
軸).ρ53発現プラスミドを共導入した時の発光量をpositivecontr叫とした.3回の平均値と













































































いるサイクリンD (Dl， D2， D3)， CDK4/6， 
ホモセリンラクトンの肺癌細胞への影響 85 






























































Cyclin D3 Cyclin D1 
























hr 18 12 6 4 C hr 18 12 6 4 C 






量差の補正を行った.{I直は3囲の平均値と標準偏差を示す.*: p < 0.005 
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